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PROCEDE D'OBTENTION D'UN PRINCIPE ACTIF POUR DES 
TRAITEMEh4TS DE LA PEAU SECHE, ACTIONS GENEREES ET ACTIF 

OBTENU 



La presente invention concerne Tutilisation d*un principe actif a base de 
chataigne, procede d'obtention et actif obtenu pour des traitements de ia peau 
seche a trovers de multiples actions generees par ledit actif. 
L' invention couvre oussi le principe actif obtenu ainsi que les compositions qui 
5 Tint^grent. 

Le phenomene de la peau seche est connu depuis longtemps et surtout il: est 
extremement visible et . constate par les personnes qui le subissent. 
Ce probl^me de peau s^che est souvent associe d une peau reche, rugueuse avec 
un aspect squameux oppose a la peau hydratee dont T aspect est lisse et dogx^. 
10 Une solution simple et couramment utilisee consiste a assurer une hydratation 
cutanee mais une telle solution n'est pas satisf aisante. 

La peau comprend en surface^ la couche la plus externe qui est nommee stratum 
corneum . 

Cette couche est particuli^rement importante car elle protege des agressions 
15 physiques et chimiques, elle joue un role barriere pour reguler la perte en eau et 
la penetration des xenobiotiques. De plus, cette couche assure une protection 
mecanique* 

Cette couche est constituee de ; 
- corneocytes, et 
20 - lipides intercellulaires. 
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Au cours du vieillissement, lors d'affcctions dermatologiques, la fonction 
barrifepe de la peau peut etre of f ectee. 

Lors d'un ctat de secheresse de lo peau, intcrviennent les dlfferentes facteurs 
qui suivent : 
5 - deregulation de desquamation, 

- defaut de fixation de I'eau, notamment dfl a une alteration des processus 
de synthase et de degradation de la prof ilaggrine, et 

- carence en lipides qui Jouent un role primordial dans le maintien de la 
barri&re ^pidermique, notamment les ceramides. 

10 Le procede selon la presente invention permet d'obtenir un actif d partir de la 
chotaigne qui agit sur les differents acteurs impliques dans le maintien de 
I'hom^ostasie de a couche cornee. 

Ce meme actif normalise l*equilibre coh^sion/desquamation et la differenciation 
epidermique et restaure les mecanismes de synthese des lipides epidermiques. 
15 Le procede est maintenant decrit d trovers ses differentes etapes permettant 
d'obtenir un principe actif d effets multiples. 

La description est completee par les differents tests in vitro et in. vivo 
permettant de mettre en relief ces effets, 

20 1/ PROCEDE D'oBTENTTON OU PRINCIPE ACTIF : 

- solubilisation de farine de chotaigne dans I'eau, d raison d'au moins 100 g/l, 

- hydrolyse enzymotique avec une ou plusieurs carbohydrazes, de moniere 
successive ou simultanee. 

separation des phases soluble et insoluble par decantation, filtration ou 
25 centrif ugation, et 

- concentration de la phase active soluble. 

De preference, la carbohydraze est utilisee A raison d'au moins 0,1%. 
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Quant au terme "farine" utilise dans la presente description, il n'est aucunen^ent 
llmitatif pap rapport a une granulometrie donnee ou consideree comme usuclle. 
Ce terme de farine est utilise pour distinguer communement une poudre, en 
r occurrence une poudre de chatoigne. 

5 

2 / CARACTERISATTON DU PRINCIPE ACTIF SELON L'iNVENTtON : 

2-1/ Taux de matiere seche 

Le taux de matiere seche est obtenu par passage a I'etuve d lOS^C, d'un 
^hantillon de 10 g de produit Jusqu'o obtention d'un poids constant. 
10 Le taux de matiere s&che est compris entre lOet 300 g/l plus particuli^rement 
entre 80 et 120 g/l. 

2-2/ Mesure du pH . . 

Le.pH, determine par mesure potentiometrique, conduit d des voleurs comprises 
entre4,0 et8,0 specif iquement entre 5,0 et 6,0. 
15 2-3/ betermination de la teneur en sucres totaux .j: v 

Le dosage est effectu^ par la m^thode de. Dubois (Dubois M et al; (1956), 
Analytical chemistry, 28, n^S p 350-356). 

Le mesure est realisee en mcsurant la densite optique de la coloration prise par 
les sucres reducteurs en presence d'acide sulfurique concentre. 
20 Cette densite optique est rapportee a une gamme etalon de manose-glucose- 
galactose. 

Les resultats obtenus donnent des taux de sucres compris entre 9 et 275 g/l et 
plus particulierement entre 72 et 100 g/l. 
2-4/ Caracterisation de la fraction olucidique : 
25 Le procede utilise est la chromatographie en couche mince de la fraction 
glucidique de Tact if de la presente invention. 
Les conditions de chromatographie sont ; 
- acide acetique, butanol, eau fen rapport 1/2/1 comme eluant 
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- double migration 

- H2SO4 20% et orcinol 0,1% comme melange revelateur 

L' analyse de la chromatographie fait appapoTtre la presence de trois fractions : 

- une fraction polysaccharidique : rhamnogalacturonane, 

5 - une fraction oligosaccharidique a degre de polymerisation cleve et 
d'ocides uroniques libres, 

- une fraction mono et oligosaccharidique de degre de polymerisation f aible. 

3/ EfFETS bU PRINCIPE ACTIF SUR LA FONCTCQN BARRIERE 
10 3-1/ Ef f et du principe Qctif sur la differentiation des k eratinocvtes humains : 
Les cellules migrcnt vers la surface et les keratinocytes se transforment 
progressivement en cellules keratinisees nommes corneocytes qui sont elimines 
par la desquamation. 

Afin de maintenir une epaisseur constante. le renouvellement est realise par 
15 division cellulaire a partir de cellules souches. 

3-1-1/ Etude de la svnthese de i'involucrine 

La formation de Tenveloppe cornee debute a partir de proteines precurseurs, 
notamment I'involucrine. Une enzyme membranaire la transglutaminase etablit 
20 les liaison covalentes entre les proteines. 

I'involucrine est une proteine qui constitue le squelette proteique de la 
membrane plasmique des corneocytes. 

Pour determiner Taction du principe actif selon I 'invention, on analyse I'effet de 
ce principe actif sur I'expression des ARN messagers codant pour I'invoiucrine. 
25 A cet effet, on incube des keratinocytes humains en presence de principe actif 
dose a 0,5; 1 et 2%. On extrait les AftN totoux et on determine le pourcentage 
d'ARNm codant pour I'involucrine par rapport a un temoin. 
Les resultats obtenus sont recapitules dans la tableau ci-apres. 
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% d'ARN messager codant pour 
I'involucrine / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon I'lnvention dose a 0,5% 


111 


Principe actif selon 1' invention dose a 1,0% 


117 


Principe actif selon I'lnvention dose a 2,0% 


121 



On constate qu'd 2%, le principe actif selon T invention permet d'augmenter 
r expression des ARNm codant pour la synth^e de Tinvolucrine de 21%. 
3-1-2/ Etude de la synthase de la prof ilaqqrine 

5 L'enveloppe cornee confere aux corneocytes la rigidite et done la resistance 
mecanique du stratum corneum. Or la matiere f ibreuse qui se substitue au 
cytoplasme et au noyau keratinocytaire est formee d partir de profilaggrine. 
Cette profilaggrine est transformee en filaggrine qui permet Tagregation des 
filaments de cytokeratine. La degradation libere des substances hygroscopiques 

10 ayant un important pouvoir de fixation de Teau, 

II est done necessaire de determiner comme precedemment le rapport de 
r expression des ARN messagers codiant pour la profilaggrine par rapport a un 
temoin. 

Cette analyse est realisee a partir de keratinocytes humains incubes en presence 
15 de 0,5; 1 et 2% de principe actif. 





% d'ARN messager codant pour 
la profilaggrine / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon {'invention dose a 0,5% 


116 ±8 


Principe actif selon 1' invention dose d l,07o 


137 + 9 


Principe actif selon {'invention dose d 2,0% 


147 ± 12 
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On constate que d^s 27o, le principe actif selon 1* invention permet aussi 
d'augmenter rexpression des ARNm codant pour la synthese de la prof ilaggrine 
dans des proportions de 47%, 

On peut done conclure que te principe actif favorise la differentiation cellulaire. 

5 

3-1-3/ Etude de la synthese de la cadherine-E 

Les cadherines jouent un r8le dans 1' adherence entre les cellules mals aussi dans 
la morphogenese et le controle de la differentiation cellulaire. 
La Cadherine-E est localisee dans les couches cellulaires de Tepiderme et 
10 notamment dans les couches diff^renci^es. 

Le principe actif selon I 'Invention a un effet sur la synthese de la Cadherine-E, 
ce que met en evidence le test suivant qui consiste a traiter des keratinocytes 
avec le principe actif selon I'invention a 0,5; 1 et 2%. 



On dose les proteines totales et on determine revolution du taux de Cadherine- 
15 E par rapport au Temoin. 





Taux de Cadherine-E / Temoin 


Tcmoin 


100 


Principe actif selon I'invention dose a 0,5% 


111 ±5 


Principe actif selon I'invention dose a 1,07© 


127 + 8 


Principe actif selon I'invention dose d 2,0%. 


136 ± 10 



Le principe actif favorise la synthese de la Cadherine-E de 36% pour un dosage h 



3-2/ Effet du principe actif sur la synthese des lipides epidermigues : 
20 Les lipides jouent un role essentiel dans la f onction barriere. 

II est done necessaire d'analyser les actions du principe actif selon I'invention 
sur ces lipides. 

3-2-1/ Etude de la teneur en ceran^ides 
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Les ceramides qui sont un des constituants du ciment intcrcellulaire de la couche 
cornee. Les ceramides proviennent des phospholipides et des glyceryl-ceramides 

. qui sont dephosphoryles ou hydrolyses. 

On traite des explants de peau pour extraire les tipides et ces echcntillons sont 

5 analyses, les ceramides etant separes par chromatographie en couche mince. 



Les resultats suivants montrent que le principe actif selon la presente invention 
agit sur la synthese des ceramides puisqu'il Taugmente de 40%. 





Teneur en ceramides / Placebo 


Placebo 




Principe actif selon 1' invention a 3,0% 


+15 ±5 


Principe actif selon 1' invention d 5,0% 


+ 40 + 13 



3-2-2/ Etude de T expression des enzymes de synthese des lipides 
10 Le taux d' ARNm des enzymes telles que la FAS (Fatty Acid Synthase);et la S.TP 
(Serine PalmitoyI Transferase) augmente au cours-du processus de reparation de 
la barriere. : 
On incube des keratinocytes humains en presence de 0,5 ; 1 et 2%, 
On recupere les cellules et on extrait les ARN totaux. 
15 On determine le pourcentage d* expression des ARNm des FAS et STP par 
rapport a un temoin. 

Une augmentation sensible de {'expression des enzymes de synthese des lipides 
est constatee dans les tableaux qui suivent. 





Pourcentage d' ARNm codant pour la 
FAS / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon 1' invention a 0,5% 


101 ±6 


Principe actif selon 1' invention h 1,0% 


129 ± 6 


Principe actif selon 1' invention a 2,0% 


146 ±6 
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Pourcentage d*ARNm codant pour la 
STP / Temoin 


Temoin 


100 


Principe actif selon 1' invention a 0,5% 


111 + 5 


Principe actif selon I'invention a 1,0% 


125 ±9 


Principe actif selon I'invention d 2,0% 


132 ±8 



3-2-3/ Etude sur volontaires de la synthese des lioides epidermioues 
On determine sur des volontaires des zones des mollets et on les traite I'une 
avec un placebo et I'autre avec le principe actif selon I'invention, formulee a 4% 
5 en emulsion. 

Apr^ un traitement bl-quotidien pendant 7 jours, les lipides epidermiques sont 
preleves avec une solution alcoolique. 

On determine les effets du principe actif sur la synthese des lipides plus 
particulierement les ceramides. 
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Principe actif d 4% 


Placebo 




JO 


J7 


JO 


J7 


Moyenne 


7,58 


10,63 


7,63 


10,06 



A 4%, le principe actif augmente le taux de ceramides du stratum corneum de 
8%. Cela f avorise la restauration de la barriere lipidique du stratum corneum. 

15 3-3/ Eff et du principe actif sur la synthese de la Desmooleine-l : 

Les desmogleines et les desmocollines sont des glycoprotelnes de la famille des 
cadherines desmosomales qui participent a la formation des jonctions 
interkeratinocytaires. 
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La besmogleine-1 est une des trois isoformes et se trouve localisee uniquement 
dans les couches superficielies de I'epiderme. 

Plus la synthase de cettc glycoproteine diminue et plus la desquamation est 
f avorisee, ce qui evite le phenom^ne de peau seche, 
5 Le test suivant permet de determiner I'effet du principe actif sur la synthese 
de cette isof orme. 

On realise un traitement de keratinocytes humains avec 0,5 ; 1 et Z%. 

On realise le dosage des proteines totales et on determine la quantite de cette 

glycoproteine specif ique. 
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Taux de Desmogleine-1/ 
Temoin 


Variation du taux de 
Desmogleine-1 / Temoin 


Temoin 


100 




Principe actif d 0,5% 


94 




Principe actif a 1,0% 


86 


- 14 ±6 


Principe actif a 2,0% 


79 


-21 ±6 



En diminuant de 21% la synth^e de la Desmogl^ine-l avec un dosage d 2%, le 
principe actif f avorise le processus de desquamation. 

15 3-4/ Ef f et du principe actif sur la oerte insensible en eau ; 

Le processus de desquamation est essentiel dans la preservation du stratum 
corneum en favorlsant I'hydratation de la peau. 

Pour mesurer I'effet du principe actif sur le renforcement de I'effet barriere, 
on mesure le gradient de pression de la couche de vapeur d'eau qui entoure la 
20 peau. 

L'application de Louryl Sulfate de Sodium sur la peau de fagon a favoriser les 
pertes en eau et on compare les pertes en eau sur des zones agressee par le 
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Lauryl Sulfate de Sodium et une zone non traitee ou agressee et traitee avec 
r emulsion placebo. 





A(/o) 


AA (/oj 


Zone tcmoin non traitee 


103 




Placebo 


102 




Zone traitee avec le principe 
actif selon Tinvention a 4% 


85 


- 17 



La perte insensible en eau est diminuee de 177o grace au principe actif dos^ h 
5 47o, 



3-5/ Effet du principe actif sur I'eff icacite de la SCCE : 

Le but est de determiner le turn-over corneocytaire. On mesure I'activite de la 
SCCE {Stratum Corneum Chymotrypsin Enzym). 
10 On realise une forte ogression mecanique sur le stratum corneum par stripping, 
On determine trois zones agressees, I'une non traitee, I'autre traitee avec un 
placebo et une derniere zone traitee avec le principe actif d 47o. 
On recup&re cctte enzyme SCC^ sur chacune des zones et on la dose par dosage 
spectrophotometrique. 
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% variation SCCE / zone 
aqve^sse^e. noil traitee 


% variation / 
placebo 


Zone agressee non traitee 






Zone aqrzsse.e, traitee placebo 


- 427o 




Zone agressee traitee avec le 
principe actif dosee a A% 


+ 407o 


82 % 



On constate qu'apres une forte agression mecanique, on augmente 
significativement Tactivite de la SCCE. 
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On mesure aussi la perte insensible en eau sur ces memes zones qui sont Tune 
non traitee, I'autre traitee avec un placebo et une derniere zone traitee avec le 
principe actif a 4%. 





% de recuperation 

de la perte 
insensible en eau 


% de recuperation / 
placebo 


Zone agressee non traitee 


+ 84% 




Zone ogressee traitee placebo 


+ 847o 




Zone agressee traitee avec le 
principe actif dosee a 4% 


+ 90% 


+ 6 7o 
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On diminue de fagon statistiquement significative la perte insensiblei'en eau, le 
test de Student sur donnees appariees etant signif icatif . 

Ainsi le principe actif selon la presente invention intensif ie le cycle nsparateur 
naturel du stratum corneum en augmentant I'efficacite de ia SCSE et en 
10 maximisant le potentiel de reparation de la f onction barriere. 

Lc principe actif est utilise avec toute forme galenique cosmetique adoptee telle 
qu'une emulsion aqueuse ou alcoolique, une lotion, une creme a base aqueuse ou 
grasse, un onguent, a raison de 0,1 d 20 7o. 
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REVENblCATIONS 

1. Utilisation d'un principc actif issu de farine de chataigne, associe a toute 
forme galenique cosmetique adoptee telle qu'une emulsion aqueuse ou alcoolique, 
une lotion, une creme a base aqueuse ou grasse, un onguent pour ameliorer 
Teff et barriere sur la peau, 
5 2. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 

revendication 1, caracterisee en ce qu'il permet une amelioration de la synthese 
de rinvolucrine au niveau de la peau. 

3. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu*il permet une amelioration de la 

10 synthase de la prof ilaggrine au niveau de la peau. 

4. Utilisation d'un principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1, 2 ou 3, caracterisee en ce qu'il favorise la synthese de la 
cadherine-E au niveau de la peau. 

5. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tune 
15 quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il augmente la 

synthase des ceramides au niveau de la couche cornee, 

6. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il permet 
d'augmenter I 'expression des enzymes de synthase des lipides telles que la 

20 Fatty Acid Synthase et la Serine PalmitoyI Transferase et la synthese des 
lipides epidermiques an niveau de la peau. 

7. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu*il permet une 
diminution de Tactivite des glycoprotei nes de la famille des cadherines 

25 desmosomales de f agon a f avoriser la desquamation. 
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REVENDICATTONS 

1. Utilisation d'un principe octlf issu de farine de chataigne, associe. a toute 
forme galenique cosmetique adoptee telle qu'une emulsion aqueuse ou alcoolique, 
unc lotion,. une cr^me a base aqueuse ou grasse, un onguent pour amiliorer 
I'effet barri^re sur la peau. 
6 2. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 

revendication 1, caracterisee en ce qu'il permet une amelioration de la synth^e 
de i' Involucrine au niveau de la peau. 

3. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'il permet une amelioration de la 

10 synthese de la prof ilaggrine au niveau de la peau. 

4. Utilisation d'un principe actif issu de farine de chataigne selon la 
revendication 1, 2 ou 3, caracterisee en ce qu'il favorise la synthese de la 
cadheri ne-E au niveau de la peau. 

5. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tune 
15 quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il augmente la 

synthese des ceramides au niveau de lo couche cornee. 

6. Utilisation du principe actif Issu de farine de chataigne selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il permet 
d'augmenter I 'expression des enzymes de synth^e des lipldes telles que la 

20 Synthase d'aclde gras et la Serine Palmitoyle Transferase et la synthese des 
lipides epidermiques an niveau de la peau. 

7. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon I'une 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'il permet une 
diminution de I'activlte des glycoprotelnes de la famllle des cadherines 

25 desmosomales de f agon a f avoriser la desquamation. 
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8. Utilisation du principe actif issu de farine de chataigne selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce quMI permet une 
diminution de la perte insensible en eau, notamment en augmentant Tactivite de 
Tenzyme stratum corneum chymotrysine. 
5 9. Precede d'obtention du principe actif utilise selon les revendications 1 d 

8, caracterise en ce qu'il con^prend les etapes suivantes : 

- solubilisotion de farine de chataigne dans Teau, 

- hydrolyse enzymatique, 

- separation des phases soluble et insoluble par decantation, filtration ou 
1 0 centr if ugation, et 

- concentration de la phase active. 

10. Procede d'obtention selon la revendication 9, caracterise en ce que la 
solubilisation est realise avec au moins 100 g/l de farine de chataigne, 

11. Procede d'obtention selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que 
15 ("hydrolyse enzymatique est realisee en presence d'au moins une carbohydraze, 

de preference, d raison d'au moins 0,1%. 

12. Principe actif obtenu selon le procede de la revendication 9, 10 ou 11 et 
utilise selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise par les parom^tres 
suivants : 

20 - taux de matiere seche compris entre 10 et 300 g/l, 

- pH compris entre 4,0 et 8,0 

- teneur en sucres totaux comprise entre 9 et 275 g/l, et 

- presence de trois fractions glucidiques : 

• fraction polysaccharidique : rhamnogalacturonane 

25 • fraction oligosaccharidique de degre de polymerisation eleve et 

d'acides uroniques libres, et 

• fraction mono et oligosaccharidique de degre de polymerisation 
faible. 
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13. Principe actif obtenu selon le precede de la revendication 9, 10 ou 11, 
caracterise par les parametres suivants : 

- taux de mati^re s^che compris entre 80 et 120 g/l. 

- pH compris entre 5,0 et 6,0 

5 - teneur en sucres totaux comprise entre 72 et 110 g/l. 
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CERTIFICAT D'UTILIlt 

Code de la propif4t6 inteOectuene * Uvre VI 



N« 11235-03 



DEPAKTEIVIENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint P^tersbourg 
75800 Paris CedexOS 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° 1 . . / 1 . . 



(A foumir dans le cas oO les demandeurs et 
les inventeurs ne sont pas les memes personnes) 



1 Vos references poor ce dossier (facuUatif) \ 
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N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 




TITRE DE UINVENTION (200 caract&res ou espaces maximum) 

PROCEDE D'OBTENTION D^UN PRINCIPE ACTIF POUR DES TRAITEMENTS DE LA PEAU SECHE. ACTIONS 
1 GENEREES ET ACTIF OBTENU 


1 LE(S) DEIVIANDEUR(S) : 

1 SOCIETE INDUSTRIELLE LIMOUSINE D'APPLICATION BIOLOGIQUE (SILAB) 

1 Madrias 

1 19130 OBJAT 

1 DESIGNE(NT) EN TANT QU'1NVENTEUR(S) : 


IPI Nom 


PAUFIQUE 


1 Prenoms 


Jean-Jacques 


1 Adresse 


Rue 


Madrias 


Code postal et vtile 


11 ,9i1 i3i0l OBJAT 


1 Soci^te d'app 






1 B Nom 




1 Pr^oms 




1 Adresse 


Rue 




Code postal et vUle 


i » ' ' 1 i 


1 Soci^te d'app 






|B Nom 




1 Prenoms 




1 Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 1 1 1 t 1 


1 Soctete d'api: 






j S'H y a plus de trois Inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N"* de la page suwi du nombre de pages. 


DATE ET SIGNATURE(S) 
1 DU (DES) DEMANDEUR(S) 
1 OU DU MANDATAIRE 
1 (Nom et quali^ du signataire) 

1 B. POUCHUCQ C^P> 
1 CP) 92-1204 ^-^Y 



La 101 n /b-i/ uu o Janvier rs/o reiauve d i iiuuiiueiuquc, <iua nuuicio ci oua uuk,* v^^* ^ «i^pii>iw>. 
Elle garantit un droit d'accte et de rectification pour les donn§es vous concernant aupres de IMNPL 
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